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Die erste orthotope Herztransplantation [1] wurde im Jahre 1967 durch den südafrikanischen 
Chirurgen Christian Barnard durchgeführt. Sie eröffnete neue Möglichkeiten in der Therapie 
der bis dahin kaum zu behandelnden, terminalen Herzinsuffizienz.  
Gleichzeitig wurde die medizinische Fachwelt durch diesen Schritt mit Problemen 
konfrontiert, die bis dato kaum eine Rolle spielten und daher wissenschaftliches Neuland 
darstellten: Die Abstoßung des fremden Gewebes.    
Die akute Abstoßung transplantierter Organe konnte durch eine gezielte Auswahl des 
Spenderorgans an denjenigen des Empfängers verhindert werden. Außerdem führten 
verbesserte Operationstechniken und besonders der Einsatz hochwirksamer 
Immunsuppressiva dazu, dass Organtransplantationen heute zur klinischen Routine gehören. 
Insbesondere Cyclosporin wird seit 1983 zur Prophylaxe der akuten Transplantatabstoßung 
eingesetzt. Auf diese Weise konnte die Frühletalität nach Herztransplantation deutlich 
verbessert werden [2, 3]. Heute liegt sie unter 15 % [4, 5]. 
Ein Problem, das jedoch bis heute die Langzeiterfolge unbefriedigend erscheinen  lässt, ist die  
Spätletalität und ihre Ursache, die sogenannte Transplantatvaskulopathie, die sich mit einer 
Prävalenz von  45 % bereits nach drei Jahren finden lässt [6]. Jährlich entwickeln 15-20 % der 
transplantierten Patienten eine akzelerierte Form der Koronarsklerose.  
Aufgrund der Denervierung des Spenderherzens entwickeln die Patienten normalerweise 
keine Symptome der Angina pectoris sondern versterben entweder an einer progredienten 
Herzinsuffizienz oder am plötzlichen Herztod [7].  
Schon in der Pionierzeit der Herztransplantation konnte eine Koronarsklerose für den 
progredienten Funktionsverlust der transplantierten Organe verantwortlich gemacht werden, 
obwohl eine suffiziente Immunsuppression die akute Abstoßung verhinderte. Bereits der 
zweite Herztransplantationspatient entwickelte innerhalb weniger Monate eine so ausgedehnte                                                                                                                                    EINLEITUNG 
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Transplantatvaskulopathie, dass er daran verstarb, obwohl der Spender erst 24 Jahre alt 
gewesen war [8, 9, 10]. 
Verschiedene in der Zwischenzeit erschienene Berichte über die Entwicklung der 
Transplantatvaskulopathie konnten zeigen, dass sie sich bereits 3 Monate nach der 
Transplantation und selbst bei Kleinkindern entwickeln kann [6, 11, 12, 13, 14, 15, 16]. 
 
Mit der vorliegenden Untersuchung wurde angestrebt, die Infiltration von Leukozyten und 
ihren Subpopulationen im Gewebe transplantierter Herzen unter Therapie mit dem 
Immunsuppressivum Cyclosporin zu untersuchen. Hierbei wurde ein Kleintiermodell (Ratte) 
verwendet, das eine Transplantatvaskulopathie ausbildet ohne akut abzustoßen [17].     
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2.1  Studiendesign, Versuchstiere, Dosierungen 
 
2.1.1   DAS STUDIENDESIGN 
 
Ziel der Studie war der Vergleich zweier herztransplantierter Versuchstiergruppen. Eine 
Gruppe wurde daher nach der Transplantation immunsuppressiv behandelt, die andere Gruppe 
blieb unbehandelt. Als Immunsuppressivum wurden den Tieren der immunsupprimierten 
Gruppe ausschließlich Cyclosporin A ( CsA ) appliziert.        
Der Untersuchungszeitraum war auf 60 Tage angelegt, wobei ein Teil der Versuchstiere 
jeweils an den Tagen 1, 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56 
und 60 sakrifiziert wurde, um kontinuierlich Daten über immunologische Veränderungen im 
myokardialen Gewebe erheben zu können. Aus dieser zeitlichen Versuchsanordnung ergaben 
sich 23 Messpunkte. 
Da die Reihenfolge der Tötungen vor Versuchsbeginn in einer Liste randomisiert worden war, 
stand sie in keinem regelmäßigen Zusammenhang zu der Transplantationsfolge. Zu jedem 
Messpunkt des Untersuchungszeitraumes wurden in der mit Cyclosporin A behandelten 
Gruppe sowie in der unbehandelten Gruppe jeweils drei Tiere sakrifiziert. Daraus ergab sich 
für jede Gruppe eine Gesamtzahl von jeweils 69 Tieren.  
2.1.2 DIE VERSUCHSTIERE 
 
Als  Emfängertiere dienten männliche, acht Wochen alte Ratten des Inzuchtstammes Fischer 
344 ( Harlan Winkelmann GmbH, Borcken ) mit einem Gewicht zwischen 175g und 210g. 
Als Spendertiere wurden männliche Ratten im Alter von 7 Wochen des Inzuchtstammes 
Lewis ( Harlan Winkelmann GmbH, Borcken ) mit einem Gewicht von 200g – 240g 
verwendet [17] 
                                                                                                               METHODEN UND STUDIENDESIGN 
  8
2.1.3   DIE HALTUNG DER VERSUCHSTIERE 
 
Die Haltung der Tiere erfolgte in der Versuchstieranlage der Universitätsklinik der Johann 
Wolfgang Goethe-Universität, Frankfurt am Main. Die Tiere befanden sich daher unter einer 
kontinuierlichen veterinärmedizinischen Kontrolle durch den leitenden Tierarzt der 
Versuchstieranlage.   
Unmittelbar nach der Ankunft wurden die Tiere in Standard-Nager-Käfigen „Makrolon“ zu 
maximal fünf Tieren pro Käfig aufgeteilt. 
Gefüttert wurden die Tiere mit einer Standard-Diät für Ratten und Mäuse (Atromin Standard-
Diät). Frisches Wasser erhielten die Tiere täglich ad libitum. Der Stall wurde von 6 Uhr bis  
19 Uhr beleuchtet; die Raumtemperatur lag kontinuierlich bei 22 °C 
+/-  1°C. 
Am Tag vor der Transplantation wurden die Tiere in Einzelkäfige umgesetzt und blieben bis 
zur Operation nüchtern, bei weiterhin frei verfügbarem Wasser. Post transplantationem 
wurden die Tiere mit einem Ohrclip markiert und bis zur Organentnahme weiterhin in 




2.1.4   DIE MEDIKAMENTENZUBEREITUNG UND DEREN APPLIKATION 
 
Die Tiere erhielten unmittelbar nach der Transplantation 3mg Cyclosporin A pro Kilogramm 
Körpergewicht. Anschließend erhielten sie während ihrer gesamten Überlebenszeit täglich 
3mg/kg KG Cyclosporin A. Die Applikation erfolgte subcutan und wurde unter das 
Nackenfell appliziert.  
 






2.2.1 DAS TRANSPLANTATIONSMODELL 
 
Die heterotope Herztransplantation erfolgte nach der Methode von Ono und Lindsey [18]. 
Das Transplantat wurde heterotop in das Abdomen der Empfängertiere implantiert [19]. Die 
Aorta ascendens des Spenderorgans wurde dabei End-zu-Seit mit der Aorta abdominalis des 
Empfängertiers anastomosiert. Die Arteria pulmonalis des Spenderherzens wurde mit der 
Vena cava des Empfängers ebenfalls End-zu-Seit verbunden. Daraus resultiert ein „non 
working heart“-Modell. Die Perfusion des Transplantates mit arteriellem Blut wird über die 
Koronararterien gewährleistet. Das venöse Blut fließt über des Sinus coronarius in den 




2.2.2   DIE VORBEREITUNG ZUR OPERATION UND DIE NARKOSE 
 
Zur Einleitung der Narkose wurden die Tiere in einen Raum mit einer Kohlendioxid 
Atmosphäre gebracht, wo sie in einen CO2-Rausch versetzt wurden. Anschließend erfolgte die 
intraperitoneale Injektion von 12,5 mg Nembutal
 ( Phenobarbital ). Nembutal wurde hierzu 
mit isotoner Kochsalzlösung im Verhältnis 1: 10 verdünnt. Zeigte sich während der 
Operation, dass die Narkosetiefe der Tiere abflachte, wurde Nembutal in 5mg Portionen 
unverdünnt, bis zur gewünschten Narkosetiefe, mit einer Insulinspritze in das eröffnete 
Abdomen titriert.                                                                                                               METHODEN UND STUDIENDESIGN 
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Nach Einleitung der Narkose erfolgte die Rasur des Operationsfeldes. 
 
   
2.2.3   DIE EXPLANTATION DES SPENDERORGANS 
 
Als Spender dienten Ratten des Inzuchtstammes „Lewis“. Nach Hautschnitt und Eröffnung 
des Thorax durch einen schräg verlaufenden Schnitt vom Xyphoid nach kranial beidseitig in 
Richtung Humeroclaviculargelenk konnte die vordere Thoraxwand nach kranial weggeklappt 
und offen fixiert werden. Nun wurde der mediastinale Situs dargestellt, indem das Perikard 
mit Mikropinzetten vom Herzen abgehoben wurde. Jetzt wurde der rechte Vorhof mit einer 
feinen Kanüle punktiert. Über dieselbe wurde anschließend solange eine 4° Celsius kalte 
Ringerlaktat Lösung mit 200 I.E. Heparin pro Milliliter injeziert, bis die Herzaktion zum 
Sistieren kam. Es erfolgte die Ligatur und Durchtrennung der Vena cava superior und inferior 
unmittelbar oberhalb ihres Durchtrittes durch das Diaphragma beziehungsweise oberhalb des 
rechten Atriums. Die Venae pulmonales wurden gemeinsam mit 7✕ 0 Prolene ( Fa. Ethicon) 
ligiert. Durch Absetzen des Herzens unmittelbar hinter dieser Massenligatur konnte das Herz 
jetzt vollständig mobilisiert werden. Anschließend wurden Arteria pulmonalis unmittelbar vor 
ihrer Aufzweigung in den rechten und linken Hauptast sowie die Aorta ascendens stumpf 
präpariert und 2-3 mm distal ihres Ursprungs am Herzen, beziehungsweise vor dem Abgang 
der rechten A. carotis abgesetzt. 
Das explantierte Organ wurde bis zur Implantation in einer 4°C kalten Ringerlactat-Lösung 
aufbewahrt.      
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2.2.4 DIE OPERATION DES EMFÄNGERTIERS 
 
Als Empfänger dienten „Fisher 344“ Ratten. Die Narkose des Empfängertiers wurde in 
gleicher Weise eingeleitet und fortgeführt (s,2.2.2). 
Nach medianer Laparotmie und Luxation der Intestinalorgane auf die rechte Seite erfolgte die 
Eröffnung des Retroperitoneums. Die infrarenale Aorta sowie die Vena cava inferior kamen 
so zur Darstellung und konnten präpariert werden. Die Aorta wurde unmittelbar unterhalb der 
Nierenarterienabgängen sowie nochmals ca. 1 cm darunter mit Mikroclips abgeklemmt. Mit 
dem Inzissionsskalpell erfolgte jetzt die Längsarteriotomie, die mit der Pottschen-Schere 
erweitert wurde, so dass sie dem Lumen der Spenderaorta entsprach. Mit der Vena cava 
inferior wurde analog verfahren.  Nun wurde das Spenderherz so in das Abdomen 
eingebracht, dass der Stumpf der A. pulmonalis nach rechts lateral und kaudal ohne 
Verdrehung zu liegen kam. 
Nach Anlegen der unteren und oberen Ecknaht als Einzelknopfnähte ( Prolene 7✕ 0 ), wurde 
von dort die Vorderseite der Anastomose in fortlaufender Nahttechnik genäht. Dann wurde 
das Transplantat  über die Wirbelsäule nach links lateral gelegt, so dass die Rückseite der 
arteriellen Anastomose frei lag und es wurde ebenfalls in evertierter Nahttechnik von kranial  
nach kaudal genäht ( s. 










Abbildung 1: Aorto - aortale Anastomose 
 
 
Bei links liegendem Transplantat wurde die Vena cava inferior, wie oben beschrieben, 
abgeklemmt und inzidiert, wobei die Venotomie links lateral angelegt wurde. Die Arteria 
pulmonalis wurde bis zur eindeutigen Darstellung der Lumina angespült, so dass die erste  
untere Ecknaht in Einzelknopftechnik erfolgen konnte. Anschließend wurde die obere 
Ecknaht angelegt, so dass die Rückseite unter Spannung stand und kürzer als die Vorderseite 
genäht werden konnte. Dadurch kam die Anastomose ideal zur Darstellung. Zur Naht der  
Vorderseite wurde das Transplantat erneut nach rechts umgelagert und in fortlaufender  





Abbildung 2 ). 







Abbildung 2: Arteria pulmonalis - Vena cava Anastomose 
 
 
Nachdem der Blutfluss durch Entfernen der mikrochirurgischen Clips freigegeben wurde, 
kam es unmittelbar zu einer gut sichtbaren Perfusion des nunmehr rosig erscheinenden 
Organs. Um eine schnellere Erwärmung zu erreichen, wurde der Situs mit 35° Celsius warmer 
isotoner Kochsalzlösung gespült.  
Initial kam es fast immer zu Kammerflimmern, das jedoch durch vorsichtige Kompression des 
Transplantates mit dem Finger terminiert und in einen Sinusrhytmus konvertiert werden 
konnte.  
Die durchschnittliche Ischämiezeit lag bei 22 Minuten. In der Regel setzte - maximal zwei 
Minuten nach Freigabe des Blutflusses - der Sinusrhytmus ein. Für die ersten Minuten nach 
Einsetzen des Sinusrhytmus kam es meist zu einer bradykarden Phase, die sich dann jedoch 
bald zu einer Normofrequenz von 120 bis 200 Schlägen pro Minute steigerte.                                                                                                                METHODEN UND STUDIENDESIGN 
  14
Die Zeit bis zum Erreichen des Sinusrhytmus wurde noch einmal zur Inspektion des Situs auf 
vollständige Bluttrockenheit benutzt. Kleinere Nachblutungen konnten meist durch einfache 
Kompression mit einem Watteträger beherrscht werden. Reichte dies zur Blutstillung nicht 
aus, wurde die entsprechende Stelle mit 9X0 Prolene übernäht. 
Zum Abschluß wurden die nach rechts ausgelagerten und in eine feuchte Kompresse 
eingeschlagene Intestinalorgane wieder vorsichtig in die Bauchhöhle zurückverlagert und mit 
dem Omentum majus überdeckt. Jetzt folgte der schichtweise Wundverschluß, zuerst der 
Bauchdeckenfaszie in fortlaufender Technik mit Vicryl 4X0 und anschließend die Hautnaht in 
Einzelknopftechnik mit Prolene 4X0. 
Die Operationszeiten lagen in einem Bereich zwischen 60 und 90 Minuten. Die operative 
Letalität lag bei 8%.Unmittelbar nach der Operation wurden die Tiere mit einem Ohrclip 
markiert und randomisiert in eine entsprechende Gruppe aufgenommen. Bis zum 
vollständigen Erlangen des Bewußtseins wurden die Tiere kontinuierlich überwacht. Bei einer 
in den ersten postoperativen Stunden zu beobachtenden Flüssigkeitsinappetenz wurde den 
Tieren subcutan isotone Kochsalzlösung unter das Nackenfell gespritzt.        
 
    
2.2.5 DER POSTOPERATIVE VERLAUF 
 
Die Tiere wurden in dem Zeitraum zwischen Transplantation und Explantation täglich 
klinisch visitiert, wobei besonderes Augenmerk auf  die Vitalität der Tiere und den Glanz des 
Fells als Parameter für den Hydrationszustand gelegt wurde. Außerdem wurde die 
Trinkmenge bestimmt und das Körpergewicht gemessen und protokolliert. Bei nicht 
ausreichender Flüssigkeitsaufnahme, wurde Flüssigkeit in Form von isotoner Kochsalzlösung 
wie oben beschrieben substituiert.                                                                                                                METHODEN UND STUDIENDESIGN 
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Desweiteren wurde täglich durch Palpation der Herzaktion durch die Bauchwand der 
Funktionszustand des Transplantates beurteilt und protokolliert. Dabei wurde das in Tabelle 1 
dargestellte Schema angewendet. 
 
4  normale, kräftige Kontraktilität 
3  gute aber reduzierte Kontraktilität 
2  deutlich geminderte Kontraktilität 
1  Fibrillation des Transplantates  
0 keine  Funktion 
Tabelle 1: Beurteilung der Herzfunktion 
 
 
2.2.6 DIE EXPLANTATION 
 
Die Sakrifizierung der transplantierten Tiere fand am Tag 1 und 2, dann in einem zweitägigen 
Abstand bis zum Tag 28 und von da an bis zum Tag 60 in viertägigem Abstand statt. 
Zur Explantation wurden die Tiere ebenfalls mit Pentobarbital i.p. narkotisiert. Durch eine 
kombinierte mediale Laparotomie und Thoracotomie konnte das allogene Herz im Abdomen 
sowie der thorakale Situs dargestellt werden. Nach Antikoagulation durch Injektion von 2500 
I.E. Heparin in die abdominale Vena cava wurde selbige supraphrenisch durchtrennt. Das sich 
in den Sinus phrenico-costales sammelnde Blut wurde mit einer Insulinspritze aufgefangen 
und stand für weitere Untersuchungen zur Verfügung. Das transplantierte Herz wurde nach 
Punktion der Vorhöfe mit Ringerlactat-Lösung durchspült und auf Höhe der Anastomosen 
abgetrennt. Nach Entnahme wurde das Herz in zwei Teile geteilt. Die apicale Hälfte des 
Herzens wurde sofort in 4° Celsius kalter Ringerlactat-Lösung konserviert und zur sofortigen                                                                                                               METHODEN UND STUDIENDESIGN 
  16
Weiterverarbeitung transportiert. Die Herzbasis wurde sofort für spätere 
Paraffinschnittuntersuchungen eingefroren. 
Die Weiterverarbeitung des myokardialen Gewebes sowie die Analyse der das Transplantat 
infiltrierenden Leukozyten erfolgte unmittelbar nach der Explantation in dem chirurgischen 
Transplantationslabor des Universitätsklinikums Frankfurt am Main.   
 
      




Alle Laborarbeiten fanden wegen der Lichtempfindlichkeit der verwendeten Antikörper in 




2.3.1 AUFARBEITUNG DES PRÄPARATS 
 
Die im Durchschnitt 100mg schweren Herzscheiben wurden in unserem Labor zuerst mit 
einem Skalpell klein geschnitten und dann mit einem Tissue Chopper (Mc Ilwain, The 
Mickle Laboratory Engeneering) zwei Touren mit 20 µm sowie anschließend zwei Touren mit 
7µm Schnittabstand bearbeitet. Der dabei entstehende Gewebebrei wurde in 15ml PBS 
(Dulbecco`s, Gibco BRL, w/o calcium + magnesium, w/o sodium bicarbonat) suspendiert und 
dann über 100µm, 70µm, 40µm und zum Schluß 35µm (Cell Strainer, Falcon) filtriert. Die 
auf diese Weise gewonnene Zellsuspension wurde unmittelbar im Anschluß für 20 Minuten 
bei 15° Celsius und 1000 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1200µl PBS resuspendiert 
und in 12 Messröhrchen (Falcon) a 100µl pipettiert. Daraufhin wurde die Zellsuspension mit 
jeweils 1µl der jeweiligen Antikörperlösung versetzt und bei +4°Celsius 30 Minuten lang in                                                                                                               METHODEN UND STUDIENDESIGN 
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dunkler Umgebung inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension mit 600µl 
Lysing Solution(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, 10x Konzentrat in aqua 
dest. zehnfach verdünnt) aufgefüllt und wieder 10 Minuten bei +4°Celsius und in Dunkelheit 
inkubiert. Bei diesem Vorgang wurden die Erythrozyten, die bei der Messung stören würden, 
zerstört. Anschießend wurde wieder für 5 Minuten bei +4°Celsius und 1000g zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abpipettiert und das Zellsediment in 600µl PBS + BSA 0,5% (bovines 
Albumin, Sigma) resuspendiert. Es folgte die Wiederholung dieses Vorgangs. Zum Schluß 
wurde das Zellsediment in 200 µl PBS + BSA 0,5% zur Messung suspendiert. Gemessen 
wurde mit Fluorescence Activated Cell Analyser der Firma Becton Dickinson (FACSscan). 
Die Auswertung erfolgte mit der Software Lysys II Vers. 1.1, 2/6/92 (Becton Dickinson). 
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                                                                  Myokard 
                                                                             Zerkleinerung mit dem Skalpell + Tissue Chopper  
                                                                                             2 Touren mit 20 µm  
                                                                             anschließend 2 Touren mit 7µm 
 
                                                                 Gewebebrei 
                                                                             Suspension des Gewebebreis in PBS Lösung 
                                                                             Anschließend Filtration über 100 µm, 70µm, 40 µm,   
                                                                                             35µm Filtern    
 
                                                               Zellsuspension 
                                                                             Zentrifugation für 20 Minuten bei 1000 g;                   
                                                                                            Resuspension in 1200 µl PBS, Verteilen in 12  
                                                                                            Messröhrchen a 100µl 
                                                                                      Inkubation mit 1µl Antikörperlösung ( 30 Min. ) 
                                                                                      Inkubation mit 600 µl Lysing Solution
 
                                                                                      Zentrifugation   ( 1000g / 5 Min. )  
                                                                                      anschließend Spülung in 600 µl PBS + BSA 0,5 % 
                                                                                      Resuspension des Zellsedimentes in 200 µl PBS +  
                                                                                      BSA 0,5 %    
                                                                                        
 




2.3.2 DIE VERWENDETEN ANTIKÖRPER 
 
Bei den Versuchen wurden monoklonale, Floureszeinisothiocyanat markierte Antikörper 
verwendet, die gegen bestimmte Oberflächenproteine auf Rattenleukozyten gerichtet waren. 
Bei Fluoreszeinisothiocyanat ( FITC ) handelt es sich um einen Farbstoff, dessen maximales 
Absorptionsspektrum bei 492 nm liegt und bei Anregung in einem Bereich von 520 nm 
fluoresziert. 
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2.3.2.1 CD  2 
 
Der CD 2 markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen  (10975 Torreyana 
Road, San Diego, USA). Es handelte sich um einen FITC markierten Maus-anti-Ratte 
Antikörper des Isotyps Maus IgG2a, κ (Klon OX-34). Der Antikörper reagiert mit dem 
Immunglobulinadhäsionsmolekül CD 2 (LFA-2), das den Rezeptor für LFA-3 darstellt. Bei 
der Ratte wird CD 2 auf Thymozyten, „Nutural Killer“- Zellen, T-Lymphozyten sowie 
Oberflächen-Macrophagen jedoch nicht auf B-Lymphozyten und peritonealen Macrophagen 
exprimiert. Wir verwendeten die Orginallösung 1: 20 verdünnt . 
 
 
2.3.2.2 CD  3 
 
 
Der CD 3 markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen. Es handelte sich um 
einen FITC markierten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps Maus IgG3, κ (Klon G4.18). 
Der Antikörper reagiert mit dem CD 3 Oberflächen Antigen, das auf T-Lymphozyten zu 




2.3.2.3 CD  4 
 
 
Der CD 4 markierende Antikörper stammte von der Firma Biosource (820 Flynn Road, 
Camarillo, CA 93012, USA). Es handelte sich um einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte 
Antikörper des Isotyps Maus IgG1 (Klon W3/25). Der Antikörper reagiert mit T-Helferzellen 
der Ratte sowie mit Thymozyten und Macrophagen, die zum großen Teil dieses Antigen 
exprimieren. Wir verwendeten die Orginallösung 1: 100 verdünnt . 







2.3.2.4 CD  5 
 
 
Der CD 5 markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen. Es handelte sich um 
einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps Maus IgG1, κ (Klon OX-19). 
Der Antikörper reagiert mit dem CD 5 Antikörper, der Thymozyten, peripheren T-
Lymphozyten. Er reagiert nicht mit NK-Zellen. Eine Reaktion mit CD 5 exprimierenden B-







2.3.2.5 CD  8 
 
 
Der CD 8 markierende Antikörper stammte von der Firma Biosource. Es handelte sich um 
einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG1 (Klon MRC OX-8). 
Der Antikörper reagiert mit Thymozyten, einer Suppopulation von peripheren T-
Lymphozyten, granulierten intraepithelialen Leucozyten und der Mehrheit der NK-Zellen. 













2.3.2.6 CD  11a 
 
 
Der CD 11a markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen. Es handelte sich 
um einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG2a, κ (Klon WT.1). 
Der Antikörper reagiert mit der α Untereinheit von LFA-1 (αLβ2 Integrin, CD 11a/CD 18), 
einem Oberflächenglycoprotein, das auf den meisten Leucozyten gefunden wird. Wir 





2.3.2.7 CD  11b 
 
Der  CD 11b markierende Antikörper stammte von der Firma Biosource. Es handelte sich um 
einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG2a (Klon MRC OX-42). 
Der Antikörper reagiert mit Macrophagen, Kupffer Sternzellen, dendritische Zellen, 











2.3.2.8 CD  18 
 
CD 18 markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen. Es handelte sich um 
einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG1,κ (Klon WT.3). Der 
Antikörper reagiert mit der 95-100 kDa β2 Untereinheit (CD 18), die bei der Mehrheit der 
Leucozyten, in Form eines Heterodimers, mit einem der drei verschiedenen CD11 α Integrin 
Untereinheiten (CD 11a/αL, CD 11b/αM, CD 11c/αX ), LFA-1,Mac-1und gp150 exprimiert 




2.3.2.9 CD  25 
 
Der CD 25 markierende Antikörper stammte von der Firma Biosource. Es handelte sich um 
einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG1 (Klon MRC Ox-39). 
Der Antikörper reagiert mit einem 55 kD Glycoprotein, das den Interleukin-2 Rezeptor der 
Ratte darstellt. Das Antigen erscheint auf aktivierten T-Lymphozyten und dendritischen 









2.3.2.10 CD  45RA 
 
Der CD 45RA markierende Antikörper stammte von der Firma Biosource. Es handelte sich 
um einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG1 (Klon MRC OX-
33). Der Antikörper reagiert mit B-Lymphozyten entlang des Ductus thoracicus. Wir 





2.3.2.11  CD 49d  
 
Der CD 49 (Integrin α4 Ketten) markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen. 
Es handelt sich um einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG2a, κ 
(Klon MRα4-1). Der Antikörper reagiert mit der α4 Untereinheit, die als Heterodimer mit einer 
der beiden β Untereinheiten β1 oder β7 exprimiert wird. Das α4β1 Integrin (VLA-4, CD 
49d/CD 29) wird auf peripheren T- und B-Lymphozyten, Thymozyten, Mastzellen und 
Monozyten exprimiert, während α4β7 Integrin (LPAM-1) zwar auf peripheren Lymphozyten, 
jedoch nur auf einem geringen Teil der Thymozyten gefunden wird. Wir verwendeten die 
Orginallösung 1: 10 verdünnt . 
 





2.3.2.12 CD  71 
 
Der CD 71 markierende Antikörper stammte von der Firma Serotec (camon Labor-Service, 
Wiesbaden). Es handelte sich um einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des 
Isotyps IgG2a (Klon MRC OX-26). Der Antikörper reagiert mit dem Transferrin Rezeptor der 
Ratte. Er markiert in Teilung begriffene Zellen verschiedener Arten, bindet jedoch zum Teil 
ebenfalls an nicht in Teilung begriffene Epithelzellen sowie Endothelzellen in 
Gehirnkapillaren. Lymphopoetischen Stammzellen des Knochenmarks sowie foetales 
Lebergewebe werden durch den Antikörper nicht markiert. Wir verwendeten die 







2.3.3  DIE DURCHFLUßZYTOMETRISCHE MESSUNG ( FACS ) 
 
Die Messung wurde mit einem FACScan ( Fluorescence Activated Cell Analyzer ) der Firma 
Becton Dickinson durchgeführt. Die Berechnung erfolgte mit einem Hewlett Packard 9000-
340 Rechner, der mit dem Messgerät verbunden war.  
Für die Berechnung wurde das Programm Lysis II Vers. 1.1 der Firma Becton Dickinson 
Immunocytometry Systems verwendet. 
Nach Vorbereitung des Gerätes erfolgte die Messung der Proben. Dazu wurde der Inhalt des 
Probengefäßes durch einen Unterdruck von dem Gerät angesaugt und mit einer definierten                                                                                                               METHODEN UND STUDIENDESIGN 
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Menge Trägerflüssigkeit ( FACS Sheat-Fluid ) verdünnt. Mit konstanter Flussrate floss die 
Probe dann durch eine dünne, durchsichtige Glasröhre, auf die ein Laserstrahl gerichtet war. 
Passierte eine Zelle, die sich in der Probe befand, den Laserstrahl, wurde dieser zum einen 
gestreut, zum anderen regte er, wenn markierte Antikörper an der Zelle gebunden hatten, die 
Emission des Fluoreszenzfarbstoffs an. Durch Photodetektoren wurden folgende Meßwerte 
erfaßt: 
•   die Vorwärtsstreuung ( forward scatter FSC ), als ein Maß für die Größe der gemessenen    
     Zelle 
•  die Seitwärtsstreuung ( sideward scatter SSC ), als ein Maß für die Granularität der Zelle 
    die so Ihre Differenzierung erlaubt 
•  die  „erste“ Fluoreszenz ( FL 1 ), die im Emmissionsbereich des verwendeten  
    Fluoreszenzfarbstoffs FITC liegt. 
 
Die erste Fluoreszenz zeigte an, welche Zellen den markierten Antikörper gebunden hatten 
und somit ein bestimmtes Merkmal exprimierten. Zum anderen zeigte sie die Dichte des 
untersuchten Oberflächenmerkmals bzw. des Rezeptors je Zelle an, da die 
Fluoreszenzintensität um so höher war, je mehr Antikörper auf der Zelloberfläche gebunden 
wurden. 
Eine schematische Darstellung der Funktionsweise des Durchflußzytometers wurde in 
Abbildung 3 dargestellt. Pro Probe wurden insgesamt 5000 Zellen gemessen. Die 
Meßergebnisse wurden auf  3,5 ″ Disketten zur späteren Auswertung gespeichert. 
                                                                                                                METHODEN UND STUDIENDESIGN 
  26







mit FITC markierte Antikörper
Granulozyt
Flüssigkeitsstrom mit antikörpermarkierten Zellen
Probengemisch keukozytärer Zellen,














2.3.4  DIE AUSWERTUNG DER MESSERGEBNISSE 
 
Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit dem Programm WinMDI 2.6. Zunächst 
wurden die erfassten Werte für jede Zelle in einem Koordinatensystem ( Dotblot ) dargestellt 
( s. Abbildung 4 ). Hierbei wurde die Intensität der Seitwärtsstreuung ( SSC ) gegen die 
Intensität der Forwärtsstreuung ( FSC ) aufgetragen. Daraus resultierte ein Diagramm, das 
einer Darstellung der Zellen nach Größe und Granularität entsprach. Kleine, wenig granulierte 
Zellen wurden nahe dem Ursprung, große, stark granulierte Zellen im oberen rechten 
Quadranten des Koordinatensystems abgebildet.    

















































In dieser Darstellung wurde nun die Region ( R1 ), die den Lymphocyten entsprach, markiert 



























Alle Zellen, die sich innerhalb dieser Region ( R1 ) befanden, wurden dann als Histogramm 
dargestellt. Dabei wurde die Fluoreszenzintensität ( FL1 ) logarithmisch gegen die Zellzahl  
( events ) aufgetragen ( s.  
Abbildung 6). 

































M1 beinhaltet die 
unmarkierten Zellen
M2 beinhaltet die mit
Antikörper markierten Zellen
 
Abbildung 6: Darstellung der Fluoreszenzwerte im Histogramm 
 
 
In dieser Darstellung wurden die markierten, das entsprechende Antigen exprimierende 
Zellen, und die unmarkierten, das entsprechende Antigen nicht exprimierende Zellen, durch 
das Setzen von Markern ( M1 und M2 ) getrennt. Mit Hilfe des Programms konnte man nun 
sowohl den prozentualen Anteil der positiven Zellen innerhalb der gesetzten Marker als auch 
die durchschnittliche Stärke der Fluoreszenz  berechnen. 
 
2.3.5  STATISTIK 
 
Bei der Auswertung zeigte sich, dass die Probenzahl von drei Messwerten pro Messpunkt zu 
gering für eine statistische Auswertung war. Daher wurden vom zweiten Tag an jeweils zwei 
Messpunkte zusammengefaßt. Dadurch verringerte sich zwar die Anzahl der Messpunkte von 
23 auf 12, die Anzahl der Messwerte pro Messpunkt verdoppelte sich aber auf sechs. Dies 
ermöglichte eine statistische Auswertung mit dem unpaaren zweiseitigen t-Test. Dieser wurde                                                                                                               METHODEN UND STUDIENDESIGN 
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für die Bestimmung von Unterschieden der prozentualen Häufigkeit im Auftreten bestimmter  
Oberflächenmerkmale von Leukozyten im transplantierten Gewebe mit und ohne 
Immunsuppression benutzt.  
Eine Zahl p, die kleiner 0,05 war, wurde von uns als statistisch signifikant angesehen. Als 
Ausgangswert für die graphische Darstellung diente der Median, aus den für diesen 
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3.1 Expression von leukozytenspezifischen 
Antigenen im Herzgewebe transplantierter Ratten 
ohne Behandlung sowie nach 























Abb.3.1: Grafische Darstellung des Anteils CD 2 Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen, die einen CD 2 Rezeptor exprimieren nimmt am Tag 2 des 
Untersuchungszeitraums einen Anteil von 12 % für die Leergruppe  und 20 % für die 
immunsupprimierte Gruppe ein. Wie in  Abbildung 3.1 zu sehen ist, steigt der Anteil in beiden 
Gruppen bis zum Tag 10 wobei der größte Anstieg für die CSA Gruppe zwischen dem 2. und 
6. Tag, für die Leergruppe jedoch zwischen dem 6. Und 10. Tag liegt. In der behandelten                                                                                                                ERGEBNISSE 
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Gruppe erreicht der Anteil CD 2 positiver Zellen am 10. Tag mit 35 % seinen Höchststand. 
Von hier an fällt er, mit Ausnahme eines kurzen Anstiegs zwischen dem 4. und 18. Tag, 
kontinuierlich bis auf unter 10 % am 32. Tag. Der in der Leergruppe bis zum 10. Tag 
erreichte Wert von 51,5 % bleibt relativ konstant um 50 % (Höchstwert bis Tag 26 bei 55 %). 
Ab dem 32. Tag fällt der Anteil von CD 2 Rezeptor exprimierenden Zellen bis zum 40. Tag 
auf unter 20 % ab. Mit Ausnahme eines nun folgenden  Anstiegs auf  31,5 % bis zum 48. Tag 
fällt der Anteil bis zum Ende des Versuchszeitraums auf 14,5 %. 
Signifikante Unterschiede für den Anteil CD 2  Rezeptor exprimierender, das Herzgewebe 
infiltrierender Zellen ergeben sich für den Zeitraum von Tag 18 bis zum 32. Tag.       
 
 






















Abb.3.2: Grafische Darstellung des Anteils CD 3 Rezeptoren exprimierender Zellen im 
transplantierten Rattenherz. Vergleich einer unbehandelten sowie einer mit Cyclosporin A 
behandelten Gruppe. 
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Der Anteil der Leucozyten im Transplantat, die einen CD 3 Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn der Untersuchung einen Anteil von 76,5 % für die Leergruppe sowie 59 % für die mit 
Cyclosporin A immunsupprimierte Gruppe ein. Dabei handelt es sich auch hier um Organe, 
die bis zu 48 Stunden nach Transplantation explantiert wurden. 
Der CD 3 positive Anteil in der Leergruppe bewegt sich in dem Beobachtungszeitraum 
konstant um einen Mittelwert von 79.6 % bei einer Standardabweichung von 6,69 % (siehe 
Abb.3.2). Der höchste Wert der Leergruppe wurde bis zum 10. Tag mit einem Anteil von  
88 %  gemessen, der niedrigste Wert, ein Messintervall später, mit 63 % bis zum Tag 14.  
Die Entwicklung des CD 3 positiven Anteils in der CSA behandelten Gruppe verläuft 
inhomogener (Standardabweichung: 11,38 %). Hier kommt es nach einem leichten Abfall von 
Tag 2 (59 %) bis Tag 6 (51 %) zu einem allmählichen Anstieg bis zum Tag 22 auf  76 %. 
Nach einem Abfall bis zum 26. Tag auf  51 % steigt der Anteil CD 3 positiver Zellen bis zum 
40. Tag auf den Höchstwert von 83,5 %. Wie in Abb. 3.2 zu erkennen ist, folgt von hier an  
ein Abfall bis zum Ende des Beobachtungszeitraums auf einen Anteil von 49 %, der in dieser 
Gruppe auch dem niedrigsten Wert entspricht. 
Statistisch signifikante Unterschiede bei einem Vergleich der beiden Gruppen ergaben sich 
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Abb.3.3: Grafische Darstellung des Anteils CD 4 Rezeptoren exprimierender Zellen im 
transplantierten Rattenherz. Vergleich einer unbehandelten sowie einer mit Cyclosporin A 
behandelten Gruppe. 
 
Der Anteil der Zellen im Transplantat, die CD 4 exprimieren, nimmt zu Beginn des 
Beobachtungszeitraums 59 % bei der immunsupprimierten Gruppe ein, bei der unbehandelten 
Gruppe beträgt der Anteil 29 %. Hier kommt es, wie in Abbildung 3.3 zu erkennen ist, nach 
einem vorübergehenden Abfall auf 16,5 % bis zum 6. Tag, zu einem kontinuierlichen Anstieg 
der CD 4 positiven Zellen bis zum Höchstwert am 22. Tag von 59 %. Von da an nimmt der 
Anteil in der unbehandelten Gruppe auf 26 % ab. Lediglich bis Tag 48 steigt der Anteil 
markierter Zellen im Transplantat von 30,5 % (Tag 40) auf 40,5 %. 
In der mit Cyclosporin A behandelten Gruppe fällt der bereits erwähnte Ausgangswert von 
59% bis zum 6. Tag um fast die Hälfte auf 32 %. Ihm folgt ein Anstieg bis zum Tag 15 auf 
17%. Von hier an nimmt der Anteil CD 4 exprimierender Zellen kontinuierlich ab (Tag 32: 
11%). Jedoch steigt ihr Anteil auch in der behandelten Gruppe am 48. Tag noch einmal auf                                                                                                                ERGEBNISSE 
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einen Wert von 28 %, bevor er dann, wie in Abbildung 3.3 zu sehen ist, bis zum Ende des 
Beobachtungszeitraums auf 5,5 % abfällt. Der Anteil CD 4 positiver Zellen wird zu Beginn 
der Untersuchung am Tag 2 gemessen, der niedrigste Wert am Tag 56 mit einem Anteil von 
4%. 
Statistisch signifikante Unterschiede ergeben sich bei den Ergebnissen der beiden Gruppen für 





3.1.4 EXPRESSION VON CD 5 REZEPTOREN 
 


















Abb.3.4: Grafische Darstellung des Anteils CD 5 Rezeptoren exprimierender Zellen im 
transplantierten Rattenherz. Vergleich einer unbehandelten sowie einer mit Cyclosporin A 
behandelten Gruppe 
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Der Anteil der Zellen im , die CD 5 exprimieren, nimmt zu Beginn des 
Untersuchungszeitraums für die Leergruppe einen Anteil von 7% ein. Bei der Cyclosporin A 
behandelten Gruppe sind es 12,5%.  
In der unbehandelten Gruppe steigt dieser Anteil bis zum 10. Tag auf 9%, dann in den 
nächsten 4 Tagen um das dreifache auf 29,5%. Zwischen dem 14. und dem 26. Tag bleibt der 
Anteil der Zellen, die den CD 5 Rezeptor exprimieren, auf über 20%. Erst in Folge fällt dieser 
Anteil, wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist, bis zum 32. Tag auf 10%. Zwischen dem 40. Tag 
(5,5%) und dem Ende (4,5%) des Untersuchungszeitraums kommt es noch einmal zu einem 
leichteren Anstieg bis zum 48. Tag (15,5%) und Tag 56 (11%). 
Die Transplantate der immunsupprimierten Gruppe wiesen im Gesamtverlauf eine ähnliche 
Entwicklung des CD positiven Zellanteils auf. Lediglich der Anstieg in der Leergruppe 
zwischen dem 14. und 26. Tag war weniger stark ausgeprägt. In diesem Zeitraum lag auch der 
höchste Wert mit 16,5%. Der niedrigste Wert wurde am Ende des Untersuchungszeitraums 
mit 4,5% am Tag 60 gemessen. 
Statistisch signifikante Unterschiede beim Vergleich beider Gruppen bestanden lediglich für 












































Abb.3.5: Grafische Darstellung des Anteils CD 8 Rezeptoren exprimierender Zellen im 
transplantierten Rattenherz. Vergleich einer unbehandelten sowie einer mit Cyclosporin A 
behandelten Gruppe. 
 
Der Anteil an Leucozyten im Transplantat, welche CD 8 Rezeptoren exprimieren, nimmt zu 
Beginn bei der unbehandelten Versuchsgruppe einen Wert von 24%, bei der mit  
Cyclosporin A immunsupprimierten Gruppe einen Wert von 29% ein. 
In der Leergruppe kommt es, wie in Abbildung 3.5 zu sehen ist, kontinuierlichen Anstieg bis 
zum 18. Tag auf 62,5% (Höchstwert). Darauf folgt ein allmählicher Abfall des Anteils  CD 8                                                                                                                ERGEBNISSE 
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positiver Zellen auf  44% bis zum Tag 32. Auf diesem Niveau persistiert der Wert nun bis 
zum 56. Tag, worauf ein erneuter Abfall auf 16% bis zum 60. Tag folgt. 
Die Entwicklung des CD 8 exprimierenden Anteils in der CSA behandelten Gruppe verläuft 
insgesamt inhomogen. Vom Beginn der Untersuchung an kommt es ebenfalls zu einem 
vorübergehenden Anstieg auf 48% bis zum 10. Tag. Hierauf folgt ein Abfall im nächsten 
Messintervall auf 18% (Tag 14) sowie daraufhin erneut zu einem Anstieg auf 34%. Dieser 
sägezahnartige Verlauf setzt sich bis zum Ende des Untersuchungszeitraums weiter fort, 
wobei ein Anstieg am 48. Tag auf 50,5% (Höchstwert) besonders auffällt. Bis zum Ende des 
Untersuchungszeitraums kommt es jetzt erneut zu einem Abfall des Anteils Anti-CD 8 
markierter Zellen auf 16%. 
Statistisch signifikante Abweichung wurden im Verlauf der Untersuchung für den Zeitraum 



















































Abb.3.6: Grafische Darstellung des Anteils CD 11a Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat, die einen CD 11a Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn des Untersuchungszeitraums einen Wert von 70,5 % für die unbehandelte Gruppe 
sowie von 69,5 % für die mit Cyclosporin A immunsupprimierte Gruppe ein. 
In der Leergruppe fällt der Ausgangswert bis zum 6.Tag auf 58 % ab, um dann bis zum 10. 
Tag auf 84,5 % (Höchstwert) anzusteigen. Im weiteren Verlauf persistiert der Anteil CD 11a 
positiver Zellen im Bereich zwischen 70% und 80%. Ausnahmen bilden hier ein erneuter                                                                                                                ERGEBNISSE 
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kurzer Anstieg auf 83% bis zum 26. Tag, sowie ein Abfall auf 65% (Tiefstwert) bis zum Ende 
des Untersuchungszeitraums.  
Wie in Abbildung 3.6 zu sehen, ist der Anteil CD 11a exprimierender Zellen in der CSA 
behandelten Gruppe bis zum 6. Tag nahe zu unverändert bei 70%. Bis zum 10. Tag folgt ein 
Abfall um dann bis zum Tag 18 auf einen Höchstwert von 79% anzusteigen. Von 18. Tag an 
findet ein allmählicher Abfall CD 11a positiver Zellen statt (bis Tag 48 auf 53%). Bis zum 56. 
Tag kommt es jetzt zu einem rapiden Abfall auf unter 20%, jedoch bis zum Ablauf des 
Beobachtungszeitraums erneut zu einem Anstieg auf 41,5%. 
Statistisch signifikante Unterschiede werden bei einem Vergleich der immunsupprimierten 
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Abb.3.7: Grafische Darstellung des Anteils CD 11b Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat, die einen CD 11b Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn des Untersuchungszeitraums für die unbehandelte Gruppe einen Wert von 81% ein, 
während 72,5% der Zellen im Transplantat der mit Cyclosporin A behandelten Tiere Anti-CD 
11b binden.                                                                                                                ERGEBNISSE 
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In der Leergruppe kommt es - nach einem Anstieg bis zum 10. Tag auf 86% (Höchstwert) - zu 
einem vorübergehenden Abfall bis zum Tag 14 auf 60%. Im weiteren Verlauf persistiert der 
Anteil CD 11b positiver Zellen zwischen 70 % am 26. Tag und 84,5 % am 40. Tag. Gegen 
Ende des Beobachtungszeitraums kommt es noch einmal zu einem leichten Abfall auf 71% 
(Tag 52) beziehungsweise 60% bis zum 60. Tag. 
In der CSA behandelten Versuchstiergruppe kommt es im ersten Beobachtungsintervall zu 
einem deutlichen Aball der CD 11b positiven Zellen von initial 72,5% auf 53,5% (bis Tag 6). 
Im weiteren Verlauf kommt es bis zum Tag 18 zu einem leichten Abfall (49 %) gefolgt von 
einem Anstieg auf 66% bis Tag 22. Erst ab dem 32. Tag kommt es, wie in Abbildung 3.7 zu 
sehen, zu einem Abfall auf unter50 % des Ausgangswertes (Tag 48: 30%). Dieses niedrige 
Anteilsniveau wird bis zum Ablauf des Versuchszeitraums gehalten (Tag 60: 35%). 
Statistisch signifikante Abweichungen werden beim Vergleich der unbehandelten Gruppe mit 
der immunsupprimierten Gruppe an den Tagen 6-10 sowie 18-22 beobachtet. Insbesondere 
das letzte Drittel des Beobachtungszeitraums (Tag 40-60) fällt durch eine signifikante 
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 Abb.3.8: Grafische Darstellung des Anteils CD 18 Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat, die einen CD 18 Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn des Beobachtungszeitraums einen Wert von 67% in der Leergruppe sowie 60% in der 
mit Cyclosporin A immunsupprimierten Gruppe ein. 
In der unbehandelten Gruppe kommt es bis zum 5. Tag nach der Transplantation zu einem 
Abfall der CD 18 positiven Zellen auf 37%. Ihm folgt bis zum 10. Tag ein ebenso steiler 
Anstieg bei dem mit 65,5% der Ausgangswert (67%) fast wieder erreicht wird. Auf dem 
Niveau zwischen 70% und 60% (Höchstwert am 20. Tag mit72%) bleibt der Anteil Anti-                                                                                                               ERGEBNISSE 
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CD18 bindender Zellen bis zum 56. Tag jedoch mit fallendem Trend. Erst im letzten 
Messintervall fällt sein Wert bis auf 38% (Tag 60). 
Auch in der CSA behandelten Gruppe fällt der CD 18 positive Anteil initial auf 55% , dies ist 
jedoch nicht annähernd so stark wie in der unbehandelten Vergleichsgruppe. Ein erneuter 
Anstieg bis zum Tag10 auf 66,5% wird gefolgt von einem deutlichen Abwärtstrend ( bis Tag 
32 auf 19%). Bis zum 40. Tag kommt es zu einem erneuten Anstieg auf  37% CD 18 
exprimierender Zellen. Erst im vorletzten Messintervall fällt ihr Anteil auf nur noch10% der 
analysierten Zellen. Bis um Ende des Beobachtungszeitraums kommt es noch einmal zu 
einem leichten Anstieg auf  23%. 
Statistisch signifikante Abweichungen der Meßwerte in der immunsupprimierten Gruppe im 
Vergleich zur unbehandelten Gruppe werden am 6.  Tag sowie in den Zeiträumen vom 26. bis 
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Abb.3.9: Grafische Darstellung des Anteils CD 25 Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat, die einen CD 25 Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn des Untersuchungszeitraums in der unbehandelten Gruppe einen Wert von 65% ein, 
während 60,5% der Zellen im Transplantat der mit Cyclosporin A immunsupprimierten 
Gruppe Anti-CD 25 binden. 
In den ersten zwei Beobachtungsintervallen steigt der CD 25 positive Anteil in der 
Leergruppe auf 80% (Höchstwert) am Tag 10 an. Bis zum 14. Tag folgt jetzt ein Abfall auf 
den niedrigsten Wert im Beobachtungszeitraum (59 %). Hierauf kommt es zu einem erneuten 
Anstieg auf  76,5 % bis zum 22. Tag. Im weiteren Verlauf liegt der Anteil CD 25                                                                                                                ERGEBNISSE 
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exprimierender Zellen bis zum Ende des Untersuchengszeitraums bei ca. 70%. Die 
Standardabweichung in den letzten 40 Tagen liegt bei 2.98%. 
In der mit CSA immunsupprimierten Gruppe fällt der Anteil Anti-CD 25 bindender Zellen, 
wie in Abbildung 3.9 zu sehen, in den ersten 14 Tagen auf 13% ab. In der folgenden Zeit 
kommt es zu einem erneuten Anstieg, der am Tag 40 seinen Höhepunkt mit 49,5% erreicht 
hat. Im Anschluß daran findet ein erneuter Abfall CD 25 exprimierender Zellen statt. Bis zum 
56. Tag wird der niedrigste Wert im gesamten Beobachtungszeitraum mit 11% gemessen. Im 
letzten Untersuchungsintervall kommt es noch einmal zu einem Anstieg auf 22,5% bis zum 
60. Tag. 
Statistisch signifikante Abweichung von den CD 25 Anteilsverläufen werden in den 
Zeiträumen vom 10. bis zum 22. Tag, sowie vom 48. Tag bis zum Ende des 
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Abb. 3.10: Grafische Darstellung des Anteils CD 45RA Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat, die einen CD 45RA Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn der Untersuchung einen Anteil von 38% für die unbehandelte Gruppe, sowie 43,5% 
für die mit Cyclosporin A behandelte Gruppe ein. 
In der Leergruppe kommt es ab dem 6. Tag (35%), zu einem steilen Anstieg bis zum Tag 10 
Auf 52%. Im weiteren Verlauf steigt der Anteil CD 45RA positiver Zellen bis zum 26. Tag auf 
63,5% (Höchstwert). Dieses Niveau wird mit leichten Abweichungen bis zum 56. Tag                                                                                                                ERGEBNISSE 
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gehalten. Erst im letzten Beobachtungsintervall fällt der Anteil CD 45RA exprimierender 
Zellen auf  einen Wert von 34%. 
In der CSA behandelten Gruppe nimmt der Anteil an Zellen, die Anti-CD 45RA binden, bis 
zum 18. Tag auf 17 % ab. Der weitere Verlauf ist, wie in Abbildung 3.10 zu sehen, ohne 
klaren Trend. Einem Anstieg bis zum 26. Tag (29 %) folgt ein Abfall sowie ein erneuter 
Anstieg bis zum 40. Tag auf 42 %. In den darauffolgenden 16 Tagen kommt es wieder zu 
einem Abfall der CD 45RA exprimierenden Zellen auf 14% (Tag 56). Im letzten 
Messintervall steigt dieser Anteil nochmals auf 22,5 %. 
Statistisch signifikante Abweichungen im Verlauf der Entwicklung des Anteils an Zellen im 
Transplantat, die einen CD 45RA Rezeptor exprimieren, beobachtet man für den Zeitraum 
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Abb. 3.11: Grafische Darstellung des Anteils CD 49d Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat, die einen CD 49d Rezeptor exprimieren, nimmt zu 
Beginn des Beobachtungszeitraums für die unbehandelte Gruppe einen Wert von 10% ein, 
während abweichend dazu 49% aller Zellen im Transplantat der Cyclosporin A behandelten 
Gruppe bis zum 2. Tag Anti-CD 49d binden. 
In der Leergruppe steigt der Ausgangswert von 10% bis zum 14. Tag um mehr als das 
fünffache auf 55% an. Nach einem leichten Abfall bis zum 18. Tag auf 51% setzt sich der 
Anstieg bis zum 26.Tag auf 63,5% (Höchstwert) fort. Hierauf folgt ein Abfall des Anteils CD 
49d positiver Zellen, unterbrochen durch einen leichten Anstieg zwischen dem 39. und dem 
48. Tag, bis auf 23% am 56.Tag ( 24% am Tag 60 ).                                                                                                                 ERGEBNISSE 
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In der CSA behandelten Gruppe wird bereits am 2. Tag ein Anteil CD 49d exprimierender 
Zellen von 49% (Höchstwert) gemessen. Dieser, im Vergleich zur Leergruppe fast fünffache 
Wert fällt jedoch, wie in Abbildung 3.11 zu sehen, im Laufe der nächsten 16 Tage auf einen 
Anteil von nur noch 14%. Bis zum 26. Tag kommt es zu einem Anstieg der CD 49d positiven 
Zellen im Transplantat auf 45%. Ein ähnlich hoher Wert wird am 40. Tag gemessen (46%), 
wobei zwischendurch ein Abfall bis zum 32. Tag auf 28,5% beobachtet werden kann. In den 
letzten drei Messintervallen fällt der Anteil Anti-CD 49d bindender Zellen kontinuierlich auf 
einen Endwert am Tag 60 von 8% (niedrigster Wert). 
Statistisch signifikante Abweichungen im Vergleich beider Gruppen ergeben sich für den 
Beginn des Untersuchungszeitraums am 2. Tag sowie für den Zeitraum vom 14. bis zum 32. 
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Abb. 3.12: Grafische Darstellung des Anteils CD 71 Rezeptoren exprimierender Zellen im 




Der Anteil an Zellen im Transplantat die einen CD 71 Rezeptor exprimieren, nimmt  
zu Beginn des Beobachtungszeitraums einen Wert von 62% für die unbehandelte Gruppe ein, 
während in der mit Cyclosporin A behandelten Gruppe 73,5% der Zellen Anti-CD 71 binden. 
In der Leergruppe kommt es bis zum 10. Tag zu einem deutlichen Anstieg dieses Anteils bis 
auf 86% (Höchstwert). Im weiteren Verlauf  bewegt sich der Anteil CD 71 positiver Zellen 
zwischen 80% (Tag 22) und 68% (Tag 48, niedrigster Wert) mit leicht sinkender Tendenz. 
Der Anteil am Ende des Beobachtungszeitraumes liegt bei 69%. 
In der CSA behandelten Gruppe liegt der Anfangswert mit 73,5% über dem der Leergruppe. 
Hier kommt es initial zu einem Abfall in den ersten zwei Beobachtungsintervallen auf 55% 
bis zum 10. Tag. Im weiteren Verlauf  schwankt der Anteil CD 71 exprimierender Zellen, wie                                                                                                                ERGEBNISSE 
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in Abbildung 3.12 zu sehen, bis zum 48. Tag zwischen 73% (Tag 22) und 57,5% (Tag 32). Ab 
Tag 48 fällt der Anteil der Zellen im Transplantat, die Anti-CD 71 binden, auf ein Niveau von 
15,5%. Dieser niedrige Wert bleibt auch bis zum Ende des Untersuchungszeitraums 
unverändert (17% am 60. Tag). 
Statistisch signifikante Abweichungen in der Verlaufsbeobachtung beider Gruppen erkennt 
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4.1 Zur Wirkung von Cyclosporin A 
 
 
4.1.1 CYCLOSPORIN A IST EIN HEMMER  DER INTERLEUKIN 2 
PRODUKTION 
 
Mitte der siebziger Jahre wurden bei der Suche nach antibiotisch wirksamen Substanzen die 
Cyclosporine eindeckt [20]. Cyclosporin ist ein zyklisches Undecapeptid (Abb.: 4.1) aus 
Tolypocladium Inflatum GAMS (Fungi imperfecti) [21], dessen ursprünglicher Fundort die 
Hardangervidda-Hochebene in Süd-Norwegen ist. 
Cyclosporin (Sandimmun
) wurde 1983 zur Prophylaxe der Transplantatabstoßung nach 
Organ- und Knochenmarkstransplantantationen und zur Therapie der Graft-versus-Host-
Krankheit eingeführt.  
Cyclosporin A vermindert die Interleukin 2 (IL-2)-Freisetzung aus T-Helferzellen und 
indirekt die IL-1-Freisetzung aus Makrophagen [22, 23]; in höheren Konzentrationen wird 
auch die Expression des IL-2-Rezeptors unterdrückt [24]. Insgesamt wird die Aktivierung 
zytotoxischer T-Zellen durch T-Helferzellen unterbunden, wobei die Aktivierung von  
T-Suppressorzellen nur gering beeinflusst wird [25, 26]. Erst nach Einführung von 
Cyclosporin in die Therapie konnte ein intrazelluläres Protein charakterisiert werden, das die 
Substanz spezifisch bindet [27]. Dieses Cyclosporin-Bindungsprotein bezeichnete man als 
Cyclophilin. Cyclophiline sind Enzyme, die die Cis/Trans-Umlagerung von Peptidyl-Prolyl-
Bindungen katalysieren und die deshalb auch als Rotamasen bezeichnet werden. Cyclosporin 
hemmt die Rotamasen-Aktivität der Cyclophiline [28], so dass eine Verbindung zum 
Wirkungsmechanismus bestehen könnte. Wie verschiedene Untersuchungen zeigen konnten, 
reicht die Hemmung der Rotamase-Aktivität allein jedoch nicht aus, um eine 
immunsuppressive Wirkung zu erzeugen. Hingegen bindet der Arzneistoff-Enzym-Komplex 
an ein weiteres Enzym, Calcineurin. Calcineurin (Phosphatase 2B) ist eine                                                                                                                DISKUSSION 
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Calcium/Calmodulin-abhängige Serin-Threonin-Phosphatase. Das heterodimere Molekül 
besteht aus einer katalytischen Untereinheit von 59 kDa und aus einer regulatorischen 
Untereinheit von 19 kDa. Der katalytische Teil, CNA, trägt die Calmodulin-bindende und 
eine autoinhibitorische Domäne, während der regulatorische Teil, CNB, Calcium bindet. Der 
Cylosporin-Cyclophilin-Komplex koppelt an beide Untereinheiten [29] und hemmt die 
Phosphatase-Aktivität. Ungehemmt phosphoriliert Calcineurin unter anderem die zytosolische 
Untereinheit eines Zellkernfaktors in aktivierten T-Zellen (NF-Atc). Die dephosphorilierte 
Untereinheit gelangt in den Zellkern und aktiviert dort in Kombination mit seiner nukleären 
Untereinheit (NF-ATn) die Transkription des Interleukin-2-Gens. Nach schneller Translation 
wird das IL-2-Protein von der T-Zelle als Signal abgegeben. Genauere Untersuchungen 
zeigen, dass durch die Calcineurin vermittelte Dephosphorilierung zusätzlicher 
Transkriptionsfaktoren wie NF-κB und Oct/OAP die Transkription des IL-2-Gens insgesamt 
gesteigert wird. Calcineurin ist auch an der Aktivierung von cAMP-abhängigen Genen 
beteiligt [30, 31]. Phosphatase –1- und cAMP-abhängige Kinasen sind Calcineurin-Substrate 
[32, 33], und auch die NO-Synthase wird durch Calcineurin dephosphoriliert und aktiviert 
[34,35,36].  
Die immunsuppressive Wirkung von Cyclosporin wird also dadurch vermittelt, dass die 
Substanz an ein Cyclophilin bindet; der Cyclosporin-Cyclophilin-Komplex hemmt die 
Phosphatase Calcineurin, so dass nachfolgend die calciumabhängige Aktivierung der 
Interleukin-Gene unterbrochen ist. Außerdem erhöht Cyclosporin die Expression von TGF-β 
(Transforming growth factor beta), der die durch IL-2 stimulierte T-Zell-Proliferation und die 
Generation zytotoxischer T-Lymphozyten hemmt [37]. 
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4.2.1 INTERLEUKIN-2 STEUERT DIE T-ZELL-ANTWORT BEI DER 
ORGANABSTOßUNG 
 
IL-2 ist ein Protein, das zur Gruppe der Cytokine gerechnet wird. Dabei erfolgt die Bildung 
durch aktivierte T-Zellen, die selbst auch Angriffsort sind.  
Eine ruhende T-Zelle, die mit einem adäquaten Antigen in Gegenwart des erforderlichen 
costimulierende Signals in Kontakt getreten ist, und dazu zählen die fremden MHC-Moleküle, 
tritt in die G1-Phase des Zellzyklus ein und beginnt IL-2 zusammen mit der α-Kette des IL-2-
Rezeptors zu synthetisieren [38]. Diese α-Kette, die die Affinität des IL-2-Rezeptors zu 
Interleukin-2 sehr stark erhöht, verbindet sich mit der β- und γ-Kette, die im Ruhezustand der 
T-Zelle den IL-2 Rezeptor bilden. Die Bindung von Interleukin-2 führt dazu, dass die Zellen 
den Rest des Zellzyklus durchlaufen und sich in der darauf folgenden Zeit mehrfach am Tag 
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4.3 Zur Expression von leukozytenspezifischen 
Antigenen im Herzgewebe transplantierter Ratten 
ohne Behandlung sowie unter 
Immunsuppression mit Cyclosporin A  
 
 
4.3.1 EXPRESSION VON CD 2 REZEPTOREN       
 
Bei CD 2 (LFA-2) handelt es sich um ein Adhäsionsmolekül welches der Gruppe der 
Immunglobulinsuperfamilie zugeordnet wird. LFA-2 wird auf  T-Zellen, Thymocyten sowie 
natürlichen Killerzellen exprimiert.  Ligand von LFA-2 ist LFA-3 (CD 58 [Homolog des 
murinen CD 48 Rezeptors]), dass auf Lymphocyten und Antigen präsentierenden Zellen 
exprimiert wird. Die Bindung von LFA-2 und LFA-3 gibt der T-Zelle die Möglichkeit länger 
und intensiver mit der Antigen präsentierenden Zelle in Kontakt zu treten. Die Expression von 
LFA-2 an der Oberfläche nimmt nach Aktivierung der T-Zelle um den Faktor 2-4 zu [40]. 
Der von uns verwandte Antikörper stammte von der Firma Pharmingen  (10975 Torreyana 
Road, San Diego, USA). Es handelte sich um einen FITC markierten Maus-anti-Ratte 
Antikörper [41,42] des Isotyps Maus IgG2a, κ (Klon OX-34).  
In der von uns untersuchten Gruppe unbehandelter Tiere kommt es zwischen dem 6. und 9. 
Tag post transplantationem zu einem deutlichen Anstieg an Zellen, die einen CD 2 Rezeptor 
exprimieren. Dies entspricht der T-Zell Antwort, wie sie bei Abstoßungen nicht MHC-
kompatibler Organe beobachtet wird [43]. Dieser Anstieg um das Fünffache des 
Ausgangswertes hält bis zum 32. Tag an. Von hier an fällt der CD 2 positive Anteil wieder bis 
auf den Ausgangswert. In der Cyclosporin A behandelten Gruppe kommt es ebenfalls bis zum 
10. Tag zu einem Anstieg auf das 1,5-fache des Ausgangswertes. Ab dann fällt der Anteil der 
CD 2 positiven Zellen jedoch mit zwischen dem 18. und 32. Tag signifikant niedrigeren                                                                                                                DISKUSSION 
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Werten als in der unbehandelten HTX Gruppe. Verschiedene experimentelle Studien konnten 
zeigen, dass eine Blockade des CD 2 Rezeptors die Überlebenszeit von  
Herz-Allotransplantaten signifikant verlängert [44, 45].          
     
  
4.3.2  EXPRESSION VON CD 3 REZEPTOREN 
 
CD 3 Rezeptoren gehören ebenfalls der Immunglobulinsuperfamilie an. Sie werden auf reifen  
T-Zellen exprimiert und sind mit dem Antigenrezeptor von T-Zellen (TCR) assoziiert. CD 3 
stellt ein Komplex aus drei verschiedenen Proteinen, CD 3γ, CD 3δ und CD 3ε, dar. Der 
sogenannte CD 3-Komplex ist mit dem T-Zell-Rezeptor an der Zelloberfläche stabil 
verbunden. 
Der von uns verwendete CD 3 markierende Antikörper stammte von der Firma Pharmingen. 
Es handelte sich um einen FITC markierten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps Maus 
IgG3, κ (Klon G4.18) [46].  
Anti-CD 3 mAb werden seit einigen Jahren in der Transplantationsmedizin eingesetzt, um 
Transplantatüberleben zu verlängern [47, 48], sowie zur Therapie der akuten 
Transplantatabstoßung [49, 50].  
Während der 60 Tage unserer Untersuchung, bewegt sich der Anteil CD3 exprimierender 
Zellen in der unbehandelten Gruppe konstant zwischen 65% und 85%. Größere 
Schwankungen sind hier nicht zu erkennen. Der Verlauf in der Cyclosporin A behandelten 
Gruppe erscheint im Gegensatz dazu insgesamt inhomogener. Fast während des gesamten 
zeitlichen Verlaufs ist der Anteil CD3 positiver Zellen in der behandelten Gruppe niedriger, 
zum Teil mit p = 0.0011 auch hoch signifikant niedriger. Diese Beobachtung steht somit im                                                                                                                DISKUSSION 
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Einklang zu Untersuchungen, die einen Effekt in der Induktion von Immuntoleranz nach der 
Gabe von monoklonalen Anti-CD3 Antikörpern beschreiben [51, 52]. 
 
 
4.3.3   DIE EXPRESSION VON CD 4 REZEPTOREN 
 
Der zeitliche Verlauf der CD 4 exprimierenden Zellen im myocardialen Gewebe unterscheidet 
sich in der behandelten sowie in der unbehandelten Gruppe deutlich voneinander.  
Das CD 4 Antigen markiert T-Helferzellen und inflammatorische T-Zellen sowie Monozyten 
und Macrophagen [53,54]. Das CD 4 Antigen mit einem Molekulargewicht von 55 kd bildet 
in seiner Funktion ein Corezeptor für MHC-Klasse-II-Moleküle. Der von uns verwendete 
Antikörper stammt von der Firma Biosource. Es handelte sich um einen FITC markierten 
Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps Maus IgG1 (Klon W3/25) [55, 56]. Er bindet Ick an 
der cytoplasmatischen Seite der Membran. 
Wie die FACS-Analyse deutlich zeigt, kommt es während des Beobachtungszeitraums zu 
einer deutlichen Diskrepanz der Antigen Expression. Dabei steigt der CD 4 Anteil post 
transplantationem in der unbehandelten Gruppe kontinuierlich an. Ein Maximum der T-Helfer 
vermittelten Abstoßung ist am Tag 22 erkennbar. Hiervon unterscheidet sich deutlich der 
Verlauf der CSA behandelten Gruppe. Nach einem initial hohen Anteil CD 4 positiver Zellen 
kommt es bereits in den ersten Behandlungstagen zu einem signifikanten Rückgang der T-
Helfer (p = 0,0002), der bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes persistiert. 
Hier gemachte Beobachtungen sind mit Ergebnissen anderer Untersuchungen vergleichbar, 
wo z.B. durch Verwendung CD 4 freier Versuchstiere ein Allotransplantatüberleben induziert 
wurden konnte [57,58,59]. 
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4.3.4  DIE EXPRESSION VON CD 5 REZEPTOREN  
 
 
Der monoklonale Maus-Anti-Ratte-Antikörper vom Typ IgG1,κ, OX-19 bindet primär an  
T-Lymphozyten [60,61]. Der Verlauf CD 5 positiver T-Lymphozyten im 
Untersuchungszeitraum liegt im Durchschnitt um 10 %. Einen deutlich unterschiedlichen 
Verlauf erkennt man während des 10. und 30. Tag post transplantationem. Hier sind in der 
unbehandelten Gruppe T-Lymphozyten Anteile von bis zu 29 % erkennbar. Ein signifikanter 
Unterschied besteht am 26. Tag ( p= 0,00833 ). Diese T-Zell-Antwort entspricht der typischen 
primären Transplantatabstoßung bei MHC-Inkompatibilität [62,63]. Unter Cyclosporin A 
läuft diese Reaktion deutlich milder ab. 
 
 
4.3.5  DIE EXPRESSION VON CD 8 REZEPTOREN 
 
Der Antikörper MRC OX-8 markiert Suppressor- und Zytotoxische-T-Zellen. Der CD 8 
markierende Antikörper stammte von der Firma Biosource. Es handelte sich um einen FITC 
gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG1 (Klon MRC OX-8). 
Ein Charakteristikum der akut myokardialen Abstoßung des menschlichen Herzens ist der 
Anstieg CD8 positiver, Zytotoxischer-T-Zellen [64, 65]. Wir finden in den ersten 20 Tagen 
einen deutlichen Anstieg von Zytotoxischen-T-Zellen im transplantierten Myokard. Unter 
Cyclosporin A Behandlung kommt es initial ebenfalls zu einem Anstieg CD8 exprimierender  
T-Zellen bis zum 12.Tag. Von hier an fällt ihr Anteil und persistiert bis zum Ende des 
Untersuchungszeitraumes auf einem Niveau zwischen 10% und 35% [66, 67]. Die am                                                                                                                 DISKUSSION 
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48. Tag explantierten Herzen fallen mit einem deutlich höheren Anteil aus der Reihe. Ein 
Anstieg in dieser späten Phase des Transplantatüberlebens erscheint schwer zu interpretieren 
und ist in dieser Form bislang nicht beschrieben. Eine geplante, genauere Untersuchung 
dieses Zeitraumes mit einem engerem Zeitraster kann hier Klarheit bringen.  
 
 
4.3.6   DIE EXPRESSION VON CD 11A REZEPTOREN 
 
Das CD 11a-Antigen, auch als LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) bezeichnet, 
ist die α
L-Untereinheit des Integrins LFA-1 (assoziiert mit CD18) und bindet an ICAM-1, 
ICAM-2 und ICAM-3. LFA-1 wird auf allen T-Zellen exprimiert und stellt ein wichtiges 
Adhäsionsmolekül für die Lymphozytenaktivierung dar [68,69,70]. Es handelte sich um 
einen FITC gekoppelten Maus-anti-Ratte Antikörper des Isotyps IgG2a, κ (Klon WT.1). In 
experimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Blockade von LFA-1 in 
Kombination mit einer Blockade vonVLA-4 (CD 49d) das Transplantatüberleben deutlich 
verlängern kann. Eine alleinige Blockade von LFA-1 führt jedoch nicht zu einer signifikanten 
Verlängerung des Transplantatüberlebens [71]. In unserer Untersuchung konnten wir zeigen, 
dass der Anteil CD 11a exprimierender Zellen, im Fall der mit Cyclosporin A behandelten 
Gruppe, gegenüber der unbehandelten Gruppe im Beobachtungszeitraum abnimmt; dies 
insbesondere gegen Ende des Untersuchungszeitraumes (p = 0.020 am 48. Tag). Auch hier 
scheint ein Zusammenhang zwischen der Rolle des Rezeptors bei der subakuten Abstoßung 
und seiner verminderten Expression unter CSA Therapie zu bestehen.    
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4.3.7   DIE EXPRESSION VON CD 11B REZEPTOREN 
 
Der als CD 11b (MAC-1) bezeichnete Rezeptor ist eine α
M-Untereinheit des Integrins CR3 
(assoziiert mit CD18) und bindet CD54 (ICAM 1) extrazelluläre Matrixmoleküle sowie die 
Komplementkomponenten iC3b. Der von uns verwendete Clon MRC OX-42 bindet an den 
CD 11b Rezeptor myeloider Zellen wie aktivierter Macrophagen oder Granulozyten 
[72,73,74]. 
Von Bedeutung ist der Rezeptor bei der Diapedese myeloider Zellen durch Endothel.  
Da die Transplantatabstoßung primär T-Zell vermittelt ist [75,76], erscheint die Kontinuität 
im Expressionsverlauf des Antigens nachvollziehbar. Während des Beobachtungszeitraums 
kommt es in der unbehandelten Gruppe nur zu geringen Schwankungen um einen Wert von 
75%. In der mit Cyclosporin A behandelten Gruppe erfolgt ein kontinuierlicher, signifikanter 
Abfall (p< 0,05 an den Tagen 40-60) der Expression des CD 11b Rezeptors. 
 
 
4.3.8   DIE EXPRESSION VON CD 18 REZEPTOREN 
 
Da CD 18 die β2-Untereinheit der Integrine darstellt und an CD 11a und CD 11b bindet, ist 
ein ähnlicher zeitlicher Verlauf wie bei den oben erwähnten Rezeptoren zu erwarten. 
Der von uns eingesetzte Antikörper [77,78] des Clons WT.3 ist ein Maus anti Ratte 
Antikörper (IgG1,κ). 
Tatsächlich zeigt der Verlauf der CD 18 Expression eine deutliche Ähnlichkeit zu dem 
Verlauf von CD 11a- und CD 11b-Antigenen [79, 80]. Ebenso erkennt man eine deutliche 
geringere Expression in der CSA behandelten Gruppe (26. und 32. Tag, 48. und  
56.Tag p<0.05).              
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4.3.9  DIE EXPRESSION VON CD 25 REZEPTOREN 
 
Mit CD 25 oder auch Tac ( T-cell activation antigen ) wird die α-Kette des Interleukin-2-
Rezeptors bezeichnet. Sie ist als einzige der drei, den Il-2-Rezeptor aufbauenden Kette, 
spezifisch. Das CD 25- Molekül besteht nur aus einer kurzen zytoplasmatischen Sequenz, 
durch die keine direkte Signaltransduktion in die Zelle möglich ist. Die α-Kette hat ein 
Molekulargewicht von 55 kDa und wird von verschiedenen Zellen erst nach deren 
Aktivierung exprimiert. Die β-Kette (CD 122) ist auch an der Bildung des Il-15-Rezeptors 
beteiligt. Sie spielt eine Rolle bei der Signaltransduktion, ohne jedoch selbst Enzymaktivität 
zu besitzen.      
Die γ-Kette ( CD 132) ist selbst nicht an der direkten Bindung zum Il-2-Molekül beteiligt, 
besitzt aber ebenfalls eine wichtige Funktion für die Signaltransduktion. Mutationen in dem 
Gen für diese 64 kDa schwere Kette führen zu einem schweren, kombinierten Immundefekt 
(SCID), da diese Kette an der Bildung mehrerer anderer Interleukin-Rezeptoren  beteiligt ist 
(Il-4, Il-7, Il-9, Il-13). Die β- und γ-Kette bilden zusammen den Il-2-Rezeptor mit mittlerer 
Affinität, das heißt, sie binden Il-2 mit einer Bindungskonstante (Kd) von 10
-9 mol/l. Das 
bedeutet, dass relativ hohe Il-2-Konzentrationen zu einer Aktivierung der Zellen nötig sind. 
Beide Untereinheiten werden zusammen auf ruhenden T-, B- und NK-Zellen exprimiert. Die 
α- Kette assoziiert mit der β-, γ-Untereinheit zum hochaffinen Il-2-Rezeptor  
(Kd = 10
-11 mol/l); hier reichen schon geringe Il-2-Konzentrationen aus , um ein 
Wachstumssignal auszulösen. Die α-Kette allein hat nur eine Bindungskonstante von 10
-8 
mol/l. Experimente mit Zellen, die nur die α- Untereinheit exprimieren, zeigen, dass die 
Bindung von Il-2 hier zu keiner messbaren biologischen Antwort führt [81, 82]. 
Bei dem von uns eingesetzten Antikörper handelt es sich um einen Maus-anti-Ratte 
Antikörper vom Isotyp IgG1 des Clons MRC OX-39. Der Antikörper bindet an die α-Kette 
des Interleukin-2-Rezeptors [83,84].                                                                                                                 DISKUSSION 
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In unserer Untersuchung kommt es bis zum 10. Tag zu einem Anstieg von 65 % ( Tag 2 ) auf 
am 78 % ( Tag 10 ) CD 25 exprimierender Zellen in der unbehandelten Gruppe. Anschließend 
wird, nach einem vorübergehenden Abfall am 14. Tag, bis zum  Ende des 
Untersuchungszeitraumes ein Anteil von ca. 70 % ohne große Schwankungen gehalten. 
In der behandelten Gruppe fällt, ausgehend von einem Ausgangswert von 60, 5 % ( Tag 2 ) 
ein initial rapider Abfall bis zum 14. Tag auf einen Anteil von 13 % auf. Einem 
anschließenden Anstieg auf ein Niveau unterhalb des Ausgangswertes folgt ein erneuter 
Abfall bis zum Ende des Untersuchungszeitraums.  
Betrachtet man den Wirkungsmechanismus der  Substanz Cyclosporin A (siehe 4.1.), 
erscheint der zeitliche Verlauf  beider Gruppen verständlich, da Cyclosporin A die IL-2-
Freisetzung aus T-Helferzellen und indirekt die IL-1-Freisetzung aus Makrophagen [22,23] 
verhindert; in höheren Konzentrationen wird auch die Expression des IL-2-Rezeptors 
unterdrückt [24]. Daraus resultieren signifikante Unterschiede an den Tagen 10- 22 (p < 0,05) 
sowie ab dem 48. Tag (p < 0.005) bis zum Ende des Untersuchungszeitraums. 
In den letzten Jahren konnten Antikörper isoliert werden, die an Untereinheiten des Il-2-
Rezeptors binden und diesen blockieren. Therapeutische Erfolge in klinischen Studien führten 
unlängst zur Einführung der Substanz Basiliximab (Simultect
), einem chimärisierten 
monoklonalen Antikörper, der spezifisch gegen die α-Kette des Il-2-Rezeptors gerichtet ist 
[85,86,87,88]. Zugelassen wurde der Antikörper zur Prophylaxe der akuten 
Abstoßungsreaktion bei nierentransplantierten Patienten. 
 
4.3.10 DIE EXPRESSION VON CD 45RA REZEPTOREN 
 
Bei dem Antigen CD 45RA handelt es sich um die Isoform des LCA (leucocyte common 
antigen) CD 45 mit einem Molekulargewicht von 220 kd. Ihrer Funktion nach erhöhen diese 
Tyrosinphosphatasen die Signalvermittlung über den Antigenrezeptor von B- und T-Zellen                                                                                                                DISKUSSION 
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[89,90,91]. Der Rezeptor wird auf B-Zellen, Untergruppen von T-Zellen (naive T-Zellen) 
und Monozyten exprimiert.  
Wir verwendeten zur Erkennung der CD 45RA Rezeptoren einen Maus-Anti-Ratte-
Antikörper des Isotyps IgG1 des Klons MRC OX-33 [92]. Wie verschiedene Untersuchungen 
zeigen konnten, kann mit der Blockierung von B-Zellen durch Anti-CD-45RA-Antikörper die 
Proliferationsantwort von B-Zellen auf einen adäquaten Reiz deutlich reduziert werden [93]. 
In unserer Untersuchung nimmt zu Beginn des Untersuchungszeitraumes die Anzahl von  
CD 45RA positiven Zellen sowohl in der unbehandelten wie auch in der behandelten Gruppe 
zu. Dabei ist der Anstieg in der unbehandelten Gruppe (von ca. 40 % auf  bis über 60 %) 
ausgeprägter als in der mit Cyclosporin A behandelten Gruppe. Auch kommt es in der CSA 
behandelten Gruppe schon am 6. Tag zu einem deutlichen Abfall, der mit unter 20 % am  
Tag 18 weniger als die Hälfte des Ausgangswertes ausmacht.  
Signifikante Unterschiede sind insbesondere in dem Zeitraum vom 18. Tag ( p < 0,01 ) bis 
zum 32. Tag ( p < 0,001 ) zu erkennen. Da die Antikörper vermittelte, humorale Abstoßung in 
der Diskussion um das chronische Transplantatversagen einen wichtigen Raum einnimmt, 




4.3.11 DIE EXPRESSION VON CD 49D REZEPTOREN 
 
Das auch als VLA-4 ( very late antigen ) bezeichnete Antigen CD 49d gehört zur Gruppe der 
α-Integrine. Die Bezeichnung VLA resultiert aus der Tatsache, dass die Expression dieser 
Integrine erst in der späten Phase der T-Zell-Aktivierung deutlich ansteigt. Dabei nimmt 
VLA-4 eine wichtige Rolle in der Steuerung der aktivierten T-Zelle in ihr Zielgebiet ein.                                                                                                                DISKUSSION 
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Das α
4-Integrin CD 49d bindet unter anderem VCAM-1. Exprimiert wird VLA-4 auf 
Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen [94,95].  
Bei dem von uns verwendeten Antikörper handelt es sich um ein Maus-anti-Ratte-Antikörper 
des Isotyps IgG2a, κ. Die Bezeichnung des Klons ist MRα4-1. MRα4-1 reagiert mit der α4 
Untereinheit des α4β1-Integrins, das auf peripheren T- und B-Lymphozyten, Thymozyten, 
Mastzellen und Monozyten exprimiert wird [96,97]. 
Gleich zu Beginn des Untersuchungszeitraumes kommt es in der unbehandelten Gruppe, als 
Ausdruck der Mobilisation immunkompetenter Zellen, zu einem steilen Anstieg CD 49d 
positiver Zellen auf mehr als das sechsfache von Tag 2 (10%) bis Tag 26 (63,5%). Diese 
Beobachtung scheint um so interessanter, als daß in unserem Transplantationsmodell eine 
akute Abstoßung gar nicht stattfindet [17]. Sollte diese Reaktion also Ausdruck einer 
chronischen Abstoßung sein, dann könnte auch der verzögerte Anstieg von CD 49d 
exprimierenden Zellen in der Cyclosporin A behandelten Gruppe Ausdruck einer chronisch 
ablaufenden Immunreaktion, zumindest aber mitverantwortlich, für eine 
Transplantatvaskulopathie sein.  
Überraschend ist das hohe Ausgangsniveau in der behandelten Gruppe ( 49 % am 2. Tag ). 
Als einzige Erklärung bleibt hier eine mögliche Reaktion auf das Medikament zu Beginn der 
Applikation, die ähnlich ist, wie die initiale Ausschwemmung von Leukozyten, die man bei 
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4.3.12 DIE EXPRESSION VON CD 71 REZEPTOREN 
 
Der Transferrinrezeptor CD 71 wird auf allen stark proliferierenden Zellen exprimiert. Diese 
vermehrte Zellteilung kann sich dabei sowohl auf  hämopoetische Zellen beziehen als auch 
einfach auf mesenchymale Zellen.  
Der von uns eingesetzte Maus-anti-Ratte-Antikörper des Isotyps IgG2a, mit der Klon 
Bezeichnung MRC OX-26 bindet an den Transferrinrezeptor CD 71 der Ratte [98,99].  
Die Verläufe von Zellen aus transplantiertem myokardialem Gewebe unterscheiden sich, 
unabhängig davon ob CSA behandelt oder nicht, kaum. In beiden Gruppen sistiert der Anteil 
CD 71 exprimierender Zellen vom Beginn der Untersuchung bis zum 48. Tag um 70%. Ab 
dem 55. Tag fällt dieser Anteil in der behandelten Gruppe schlagartig auf unter 20%, während 





4.4   Hypothese 
 
Das von uns verwandte Transplantationsmodell ist für die Ausbildung einer chronischen 
Abstoßung im Sinne einer Transplantatvaskulopathie etabliert [17]. Mit unserer Untersuchung 
versuchen wir einen Hinweis darauf zu erhalten, welcher Genese die, bei der 
Transplantatvaskulopathie zu beobachtende konzentrische Intimaproliferation, ist. Mehrere 
anerkannte Modelle versuchen eine Antwort auf diese Frage zu liefern.  
Eine Theorie geht von der Annahme aus, dass die Transplantatvaskulopathie eine chronische 
humorale Abstoßung ist, bei der zytotoxische Antikörper entweder gegen MHC Klasse I oder 
II- Antigene gerichtet sind, die eine Komplementfixierung oder eine antikörperabhängige, 
zellvermittelte Zytotoxizität bewirken [100].                                                                                                                DISKUSSION 
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Eine andere Theorie besagt, dass die Ursache der Transplantatvaskulopathie eine durch 
zytotoxische  T-Zellen vermittelte Endothelialitis ist [101]. 
Darüber hinaus wird vermutet, dass die Transplantatvaskulopathie eine lokalisierte chronisch 
Zell-vermittelte Immunantwort analog der „ delayed type hypersensivity“ ist. Sie beinhaltet 
die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren nach komplexen Interaktionen 
zwischen den Endothelzellen des Spenderorgans und den mononukleären Zellen des 
Empfängers, die in einer Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen in der Intima 
der Koronargefäße resultiert [102, 103].   
In einer vierten Theorie wird unterstellt, dass die Veränderung der chronischen Abstoßung 
zahlreiche Gemeinsamkeiten mit anderen entzündlichen Prozessen aufweist. Die 
Gefäßveränderungen werden hierbei als Folge wiederholter Endothelverletzungen mit 
konsekutiver Intimaproliveration und –hypertrophie angesehen, das heißt als teilweise 
Antigen-unabhängiger Prozeß [104, 105]. Die initiale Endothelschädigung wird durch 
Ischämie, Konservierung und Perfusion hervorgerufen, die durch zierkulierende Antikörper, 
Antigen-Antikörper-Komplexe und Komplement verstärkt wird. Hieraus resultiert eine 
vermehrte Expression der Adhäsionsmoleküle, eine Kollagenexposition und eine 
Thrombozytenakkumulation. Die verletzten Endothelzellen setzen zahlreiche Mediatoren frei, 
welche in Verbindung mit den vermehrt exprimierten Adhäsionsmolekülen die zelluläre 
Infiltration durch Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten fördern [106]. Die 
aktivierten infiltrierenden Zellen wiederum setzen weitere Faktoren ( Zytokine und 
Wachstumsfaktoren ) frei, welche die myointimale Proliferation wiederum verstärken. 
In unserer Untersuchung konnten wir zeigen, dass verschiedene Leukozytensubpopulationen 
in unterschiedlicher Ausprägung und in unterschiedlichem zeitlichen Verlauf im 
myokardialen Gewebe transplantierter Rattenherzen auftreten. Wir haben dazu eine Methode 
etabliert, die in diesem Zusammenhang bisher noch keinen Einsatz gefunden hat; nämlich die                                                                                                                DISKUSSION 
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Homogenisierung des myokardialen Gewebes und die anschließende Detektion bestimmter 
Oberflächenantigene, um damit eine Aussage über die infiltrierenden immunkompetenten 
Zellen machen zu können.  
Besonders auffällige Verläufe finden wir bei der Expression von LFA-2, CD 4, CD 8 und  
CD 49 d. Dabei handelt es sich in allen Fällen um Antigene, die auf T-Zellen exprimiert 
werden. Diese Beobachtung würde die Theorie von Hruban et al. unterstützen, die in der 
Transplantatvaskulopathie eine durch zytotoxische T-Zellen vermittelte, Endothelialitis sieht 
[101]. Hierbei scheint besonders VLA-4, mit seinem Anstieg in der unbehandelten Gruppe 
vom 2. bis zum 30. Tag und dem Anstieg in der behandelten Gruppe zwischen dem 18. und 
40. Tag, eine mögliche Rolle als Marker zuzukommen. Die Applikation eines Anti-CD 49d- 
Antikörpers in Kombination mit einem Anti-LFA-1-Antikörper konnte das Langzeitüberleben 
in einer Gruppe Inselzell-transplantierter Ratten signifikant verlängern [107]. T-Helfer-Zellen 
( CD 4 ) werden bei nahezu allen inflammatorischen Reaktionen vermehrt exprimiert. Auch 
bei unserer Untersuchung konnte eine deutlich vermehrte Expression nachgewiesen werden, 
jedoch kommt es in der immunsupprimierten Gruppe nicht, wie bei VLA-4, zu einem 
erneuten Anstieg [108].  
Auch diese Beobachtungen sprechen für eine entzündliche Genese der 
Transplantatvaskulopathie. Hier können weitere Untersuchungen, bei denen zu der 
Immunsupression mit Cyclosporin A mit Anti-CD 49d- Antikörpern behandelt wird, zeigen, 
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Die in der Zwischenzeit erreichten guten Erfolge bei der Herztransplantation in Bezug auf die 
operative und früh postoperative Letalität werden durch die nach wie vor recht ungünstige 
Langzeitüberlebensrate relativiert. Als Ursache für das „chronische Transplantatversagen“ 
konnte die Transplantatvaskulopathie ausgemacht werden. Ihr morphologisches Korrelat ist 
eine konzentrische Intimaproliferation, die im Gegensatz zur Arteriosklerose häufig diffus 
auftritt und auch distal die kleinsten Koronararterien betrifft. Die Ursache dieser häufig zum 
Organverlust führenden, Veränderung der Koronargefäße ist nach wie vor nicht vollständig 
geklärt. Eine Theorie geht von einer chronischen, von zytotoxischen T-Zellen vermittelten 
Endothelialitis aus.  
In unserer Untersuchung, die ein Tiermodell verwendet, in dem es nicht zu einer akuten 
sondern nur zu einer chronischen Organabstoßung kommt, konnten verschiedene  
T-Lymphozyten assoziierte Rezeptoren in ihrem zeitlichen Verlauf nachgewiesen werden. 
LFA-2, CD 4, CD8 und CD 49d fallen durch einen Anstieg in der frühen Phase post 
transplantationem besonders auf. Durch eine Immunsuppression mit Cyclosporin A wird 
dieser initiale Anstieg deutlich gemindert. VLA-4 ( CD 49d ) wird ebenfalls in den ersten  
20 Tagen unter Immunsuppression signifikant weniger exprimiert; Dann allerdings kommt es 
zu einem Anstieg auf das Niveau der unbehandelten Gruppe. Eine durch VLA-4 vermittelte 
Immunreaktion könnte als Kofaktor einer die konzentrische Intimaproliferation unterhaltende 
Endothelialitis angesehen werden. Hier sehen wir einen Ansatz für weitere Studien.     
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7.1. Abkürzungsverzeichnis 
CD  Cluster of differentiation 
CsA Cyclosporin  A 
EDTA  Ethylen diamin tetraacetic acid 
FACS  Flourescence-activated cell sorting 
FITC Fluoreszeinisothiocyanat 
FK-506 Tacrolimus 
FL1 1.  Fluoreszenz 
FSC Forward  scatter 
HLA  human leukocyte antigene 
ICAM intercellular  adhesion  molecule 
IL Interleukin 
LCA  leukocyte common antigen 
LFA leucyte  function-associated antigen 
MHC  major histocompatibility complex 
MMF Mycophenolate  Mofetil 
PBS  Phosphat buffered saline 
SSC Sideward  scatter 
TCR T-Zellrezeptor 
VCAM  vascular cell adhesion molecule 




mg Milligramm  
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